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promoter of the E1 A region of the genome of an adenovirus for the 
transformation of eucaryotic, particularly human or animal cell lines, 
selected among those which are infectable by adenoviruses or 
whose endogenous polymerases are liable of recognizing the 
promoters of adenoviruses, said vector being further modified by a 
nucleic acid insertion containing a nucleotide sequence coding for a 
polypeptide sequence whose expression in said eucaryotic ceil lines 
is sought, characterized in that said insertion sequence is 
substituted for the E1 A genes normally placed under the direct 
control of said early promoter of the E1 A region, said insertion 
sequence being itself placed under the direct control of said 
promoter, and in that it comprises, downstream of said nucleic acid 
Insertion, all of the essential sequences of an adenovirus genome 
which are necessary for the replication of the corresponding 
adenovinjs and which are normally located downstream of the 
genes normally under the direct control of the E1 A early promoter in 
said genome, and in that said nucleotide sequence coding for the 
polypeptide sequence whose expression is sought is heterologous 
with respect to the genes of said adenovirus. 
[Genman] [French] 
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Description 

L'invention concerne un ADN recombinant comportant une sequence nucl^otidique codant pour un 
polypeptide determine sous le controle d"un promoteur d'ad^novirus, des vecteurs contenant cet ADN 
recombinant et des cellules eucaryotes transform^es par cet ADN recombinant, les produits d'excr^tion de 
ces cellules transform^es et leurs applications, notamment k la constitution de vaccins. 

Les adenovirus humains possedent un long genome (environ 36.000 pb) lineaire et double brin qui code 
pour au moins 30 prot^ines. Le cycle viral, au cours de rinfection de cellules permissives, est divis§ en 
deux phases, pr^coce et tardive. II est connu que les quatre regions du genome viral exprim^es en phase 
pr^coce sont appelees regions El. E2, E3 et E4. dont les positions respectives dans le genome viral entier 
sont sch^matiquement representees dans la fig. 1. U region El, situ^e ^ Textremite gauche du genome, 
est elle-meme divis^e en deux regions E1A et E1B. Le passage de la phase pr^coce k la phase tardive! 
marque par la replication du DNA viral, est caract^rise par un changement brutal du programme g^n^tique 
du virus. L'expression de certains gdnes precoces est reprimee alors que la transcription des genes tardifs 
s'effectue principalement k partir d'un seul promoteur, le promoteur majeur tardif (fig. 1), De plus, on 
observe une forte repression de la synthase des proteines de |a cellule hote - 

L'organisation g^n^tique des adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad2. AdS) est suffisamment connue 
pour que Ton puisse manipuler leur genome in vifro et son utilisation comme vecteur d'expression d'un 
gene etranger dans une cellule animale en culture a dej^ ete envisagee. II est en effet connu que la region 
E3. qui represente 6 % du genome, n'est pas essentielle in vifro et peut done etre substituee dans sa 
totalite (2). La taille du fragment de DNA etranger qu'il est possible d'inserer dans le genome de ces virus 
est grande. En effet. le virus peut encapsider un genome dont la longueur exc^de de 5 % celle du genome 
sauvage. 

Le promoteur de la region precoce El A d'un adenovirus, transporte dans des cellules de souris dans 
lesquelles la replication des retrovirus n'est pas possible, s'est avere pouvoir y exercer quand m§me son 
activite promotrice. Ainsi un gene procaryote codant pour la chloramphenicol-acetyltransterase afil pu etre 
exprime dans un tel syst^me cellulaire sous le controle dudit promoteur (Kruczek I. et al (1983). Proc. Natl 
Acad. Sci. USA). 

Differents vecteurs derives des adenovirus de type 2 ou 5 ont done ete construits. Dans ces 
recombinants, le gfene etranger etait exprime sous le controle du promoteur majeur tardif. Ceci a permis 
d'obtenir dans certains cas une synthase de la proteine codee par un gene etranger h un niveau 
comparable k celui des proteines virales tardives (4, 5, 6, 7), avec des efficacltes de traduction in vivo 
faibles. notamment eu egard aux efficacites de transcription en ARNs egalement observees (6). ErToufre 
I'expression du g^ne etranger sous le controle du promoteur tardif ne peut se manifester que dans la phase 
tardive du cycle viral. 

Uinvention decoule de la constatation que le promoteur de la region precoce E1A du genome d'un 
adenovirus (ci-apr§s designe simplement par "promoteur E1A") pouvait controler de fagon particuli§rement 
efficace Texpression dans un vecteur viral d'un gbae heterologue (c'est-2i-dire etranger vis-li-vis des gl^nes 
qui lui sont normalement associes dans Tadenovirus) ou plus generalement d'une sequence nucieotidique 
heterologue codant pour une sequence polypeptidique dont I'expression est recherchee. Dans les condi- 
tions detinies ci-apr§s, le promoteur E1 A se comporte comme un promoteur fort, et ce plus particulidrement 
lorsque I'ensemble promoteur E1A-sequence codante heterologue est insere dans ce vecteur viral. 

L'invention decoule de la constatation que le promoteur de la region precoce E1A du genome d'un 
adenovirus (ci-apr€js designe simplement par "promoteur EIA") pouvait contr6ler de fagon particuli^rement 
efficace rexpression dans un vecteur viral d'un g§ne heterologue (c'est-^-dire etranger vis-^-vis des gfenes 
qui lui sont normalement associes dans I'adenovirus) ou plus generalement d'une sequence nucieotidique 
heterologue codant pour une sequence polypeptidique dont I'expression est recherchee. Dans les condi- 
tions definies ci-apr5s, le promoteur E1 A se comporte comme un promoteur fort, et ce plus particulierement 
lorsque I'ensemble promoteur E1 A-sequence codante heterologue est insere dans ce vecteur viral. 

L'invention concerne done de fagon generate un vecteur recombinant pour la transformation de lignees 
cellulaires eucaryotes, notamment humaines ou animates, choisies pamni celles qui sont infectables par des 
adenovinjs ou dont les polymerases endog^nes sont susceptibles de reconnaltre les promoteurs des 
adenovinjs. ce vecteur etant en outre modifie par un acide nucieique d'insertion contenant une sequence 
nucieotidique codant pour une sequence polypeptidique dont I'expression dans lesdites lignees cellulaires 
est recherchee, caracterise en ce que ladite sequence d'insertion est substituee aux gdnes EIA normale- 
ment places sous le controle direct dudit promoteur precoce de la region E1A. cette sequence d'insertion 
etant elle-meme placee sous le controle direct de ce promoteur et en ce qu'il comporte, en aval de I'acide 
nucieique d'insertion. I'ensemble des sequences essentielles d'un genome d'adenovims qui sont necessai- 
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res a la replication de Tadenovirus correspondant et qui sont normalement sttuees en aval des genes 
normalement sous le controle direct du promoteur pr^coce E1A dans ledit genome, et en ce que la susdite 
sequence nucleotidique codant pour la sequence polypeptidique dont ('expression est recherchee est 
h^t^rologue vis-a-vis des gfenes du susdit adenovirus. 
5 S'agissant d'un vecteur viral, d^riv^ d'un ad^novims, on peut alors ^galement b§n#ficier de I'avantage 

s'attachant h, la region El A des adenovirus. S savoir que son expression est constitutive et permanente tout 
au long du cycle viral (8, 9). 

Une forme particulifere pref^ree de I'ADN recombinant selon rinvention est caract^ris^e par le fait 
qu'elle comporte. en aval de Tacide nucl^ique d'insertion. dans le sens de la transcription, un genome 
10 defectif d*ad§novirus comprenant neanmoins rensemble de celles des sequences essentielles n^cessaires 
a la replication de Tad^novirus correspondant. qui sont normalement situ^es en aval des gfenes normale- 
ment sous le controle direct du promoteur pr^coce E1A dans ledit genome. 

Avantageusement. le ginome defectif d'adenovims avec lequel I'ADN recombinant conforme k rinven- 
tion est associe. est constitu^ par un genome compiet d'adenovirus. cependant d^pourvu de la partie 
75 anterieure de la region E1A du genome viral, notamment de son fragment 0-2,6 % (pourcentage exprim^ 

par rapport h ta taille totale du ginome de rad^novirus). . - 

Les ADNs recombinants de I'invention, associ^s avec des elements de vecteurs tels que ceux qui ont 
6t6 mentionn^s ci-dessus. constituent en fait des vecteurs contenant lesdits ADNs recombinants. II sera 
encore en ce qui les conceme fait reference h des "virus recombinants d^fectifs", lorsque les elements de 
20 vecteurs associes h I'ADN-recombinant selon i'invention seront d^riv^s d'un genome defectif d'adenovirus. 
Ces virus recombinants defectifs sont avantageusement utilises pour la transformation de lign^es ceilulaires 
transformables d'eucaryotes sup^rieurs (notamment d'origine humaine ou animale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte ^ complementer la partie du genome de I'adenovirus dont le 
susdit vecteur est depourvu. ladite sequence distincte etant de preference incorporee au genome des 
25 cellules de ladite lignee cellulaire. 

A titre d'exemple pretere de telles lignees ceilulaires, on mentionnera la lignee 293, lignee de rein 
embryonnaire humain qui contient, integres dans son genome, les onze premiers pourcents de I'extremite 
gauche du genome d'un Ad5. Ceux-ci permettent de complementer des virus recombinants defectifs qui 
portent des deletions de cette region (10). 
30 L'utilisation de ces systemes vecteur viais defectif recombinant - cellules contenant une sequence 
capable de complementer les virus recombinants defectifs. est d'un interet tout particulier. lorsque la 
sequence nucleotidique contenue dans I'acide nucieique d'insertion de I'ADN recombinant code pour une 
proteine qui. lorsqu'elle est exprimee dans un bote cellulaire naturel sous le controle de son promoteur 
naturel, est excretee dans le milieu d'une culture de cet hote cellulaire naturel. 
35 Le gene S du genome du virus de I'hepatite B constitue h cet egard une sequence nucleotidique d'un 
interet particulier, et ce pour plusieurs raisons. D'une part, le produit d'expression du ghne S dans les 
cellules qui Texpriment. I'HBsAg (11, 12), est secrete dans le sumageant cellulaire sous forme de particules 
faciles k detecter et a quantifier par dosage radioimmunologique, ce qui permet une evaluation precise de 
la capacite d'expression du vecteur viral. D'autre part, I'invention fournit un vecteur viral recombinant 
40 permettant I'etude de I'expression des gfenes de I'HBV tant au niveau de la transcription que de la 
traduction, ce qui est d'autant plus interessant qu'il n'existait pas jusqu'^ ce jour de systeme de culture 
cellulaire capable de propager le virus de I'hepatite B (HBV). Enfin. I'infection cellulaire par le virus 
recombinant adenovirus-HBV illustre de fagon particulierement avantageuse la base methodologique d'un 
procede de fabrication d'un vaccin centre un agent patiiogfene determine (en I'occurrence le virus de 
45 I'hepatite B dans I'exemple considere). 

Une auti-e sequence nucleotidique du genome du vims de I'hepatite B d'un interet particulier est le 
gene S muni de sa region pre-S2 qui code pour I'antigfene HBs et pour un recepteur de la serumalbumine 
humaine polymerisee (pHSA)(25),(26). 

II va de soi que I'on peut substituer dans I'ADN recombinant le gene S par toute autre sequence 
50 nucleotidique codant pour un antig^ne protecteur distinct conti-e un autre agent pathogene determine, 
surtout lorsque cet antigene protecteur distinct est lui-meme normalement susceptible d'§tre secrete par les 
cellules transformees par I'ADN recombinant. II va de soi egalement que I'on peut substituer dans I'ADN 
recombinant le g^ne S et la region pre-S2 par toute autre sequence nucleotidique codant pour un antigene 
protecteur distinct contre un autre agent pathogene determine, surtout lorsque cet antigene protecteur 
55 distinct est lui-meme normalement susceptible d'etre secrete par les cellules ti-ansformees par I'ADN 
recombinant. La sequence nucleotidique codant pour cet antigene protecteur distinct peut d'ailleurs 
eventuellement etre inseree dans I'ADN recombinant en phase avec un autre gene, par exemple I'antigdne 
HBsAg. des lors que cet autre g^ne peut etre utilise comme "locomotive" pour promouvoir I'excretion 
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^gaiement de cet antigfene distinct, notamment sous forme de proteine hybride. Au titre des antig^nes 
distincts susceptibles d*§tre ainsi produits (le cas 6ch6ant sous forme de proteine hybride). on mentionne 
par exemple des glycoprot^ines de structure du virus d'Epsteim-Barr. 

Les premiers nucleotides de la sequence nucl6otidique codant pour un polypeptide determine (protirne 
5 "simple" ou hybride) sont places, notamment par constiuction aussi prfes que possible de ce promoteur. 
notamment de la "boite TATA" (TATA box), caract^ristique du promoteur. 6tant cependant entendu que la 
sequence nucl6otidique entre le promoteur et I'ATG initiateur de la sequence nucl^otidique codant pour 
ledit polypeptide determine devra en g^n^ral contenir les triplets codant pour rextr^mit^ 5* non traduite de 
I'ARN messager con^espondant normalement k la sequence codante et contenant les sequences d'apparie- 
10 ment aux ribosomes n^cessaires k une traduction efficace. Cette extr^mit^ 5' non traduite de TARN 
messager peut d'ailleurs etre remplacee par rexto^mH^ 5* non traduite d'un ARN messager distinct de celui 
normalement associd a une sequence codante d^termin^e. Par exemple, on peut, dans le cas du g§ne S. 
remplacer Textr^mite 5* non traduite contenant le gene pr§-S ou jouxtant celui-ci par rextr^mtt^ 5' non 
traduite de TARN messager de Tantigfene T de SV40. Mais on a aussi remarqu^ que lorsqu'on utilise une 
75 sequence d'ADN contenant les regions S et pr^-Sa du genome du virus de I'h^patite B sous le contr6le du 
promoteur fort E1A, il est possible d'obtenir les expressions |i la fois de la region pre-S2 et de !a region S,- 
Toute autre extri§mite 5' non traduite d'ARN messager peut §tre utiiis^e. dhs lors qu'elle est compatible 
avec Tautre extr^mit^ similaire choisie. 

II est avantageux que la distance entre la boite TATA du promoteur et le site d'initiation de TARN 
20 messager soit d'environ 30 nucleotides. 

Le promoteur E1A de TADN recombinant selon invention et encore plus gen^raJement le vecteur selon 
rinvention mettant en oeuvre des parties plus importantes du genome d'un adenovirus sont de preference 
issus d'un adenovims appartenant h la categorie C. telle qu'elle a ete definie par TOOZE. Ces adenovirus 
ont ta propriete connue de n'etre pas oncogenes. Les sous-types Ad2 ou Ad5 de cette categorie 
25 d'adenovirus se caracterisent par un pouvoir transfonmant important. L'utilisation de ce dernier type d'ADN 
recombinant est done particulierement recommandee. lorsque le produit d'expression recherche est destine 
k la production d'antigenes protecteurs. notamment de principes actifs de vaccins. Cela sera encore 
d'autant plus vrai dans te cas oCi des adenovirus entiers. et m§me infectieux. seront utilises comme 
principes actifs de vaccins vivants. notamment dans les conditions qui seront encore explicitees plus loin. 
30 LMnvention conceme naturellement egalement les lignees cellulaires. notamment d'origine humaine ou 
animale. qui sont fransfomnees par des ADN recombinants tels que definis ci-dessus et qui ont ete rendues 
capables de synthetiser un polypeptide code par la sequence nucieotidique (ou lesdites sequences 
nucieotidiques) contenues dans ces ADNs recombinants et placees sous le controle direct dudit promoteur. 
L'invention conceme plus particulierement encore les lignees cellulaires transformees avec un vecteur 
35 recombinant conforme k l'invention et en outre caracterisees en ce que les cellules de ces lignees 
cellulaires contiennent elles-memes une sequence distincte de nucleotides aptes k complementer la partie 
du genome de Tadenovirus dont le susdit vecteur est depourvu. Iadite"^equence distincte etant de 
preference incorporee au genome des cellules de ladite lignee cellulaire. 

A ce titre, la lignee 293 deja mentionnee plus haut, apr^s avoir ete transformee par tes vecteurs 
40 recombinants, constitue une culture cellulaire preferee selon rinvention. GrSce k la sequence de comple- 
mentation que contiennent les cellulles de cette lignee. on observe une multiplication virale importante k 
rinterieur de ces cellules et, par vote de consequence, une expression egalement multipliee de la sequence 
codante pour le polypeptide predetermine. Dans le premier cas ou cette sequence codante est le g^ne S. 
on obtient une production importante d'antig^nes HBsAg excretes dans te milieu de culture de ces cellules! 
45 Dans le second cas oCi les sequences codantes sont constituees par le gene S et la region pre-S2 du virus 
de rhepatite B. I'adenovirus recombinant dirige in vitro la synttifese des particules HBsAg possedant une 
activite de recepteur pour la pHSA. Injecte k des lapins. ce virus recombinant produit des anticorps anti- 
HBsAg et anti-pHSA. Ceci montre la possibilite d'utiliser un adenovirus recombinant pour exprimer un gkne 
a la fois in viti;o et in vivo. Les memos vecteurs peuvent etre utilises pour la transformation de cellules Vero 
50 dans des conditions analogues. 

Les vecteurs recombinants selon rinvention peuvent egalement etre utilises pour la transformation de 
cellules ne possedant pas elle-meme la sequence de complementation dans les conditions qui ont ete 
indiquees ci-dessus. II poun-a alors Btre necessaire de proceder k une co-fransformation de ces derniers 
types de cellules, d'une part, avec le vecteur recombinant selon rinvention, d*auti^e part, avec un adenovirus 
55 non defectif ou un ADN recombinant distinct contenant les sequences d'adenovirus dont est depourvu le 
vecteur recombinant conforme k rinvention. II pourra certes etre observe dans ce demier cas une 
production simultanee d'antigenes HBsAg (lorsque la sequence codante contient le ghne S) et de 
I'adenovirus replique et libere par les cellules ainsi transformees. L'antigfene protecteur forme peut 
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cependant. le cas 6ch^ant. etre separe de la suspension viraie, par exemple par mise en contact du milieu 
de culture avec des anticorps anti-ad4novirus, de pr6f4rence immobilises sur un support solide, tel que 
{'agarose reticulee. commercialis^e sous la designation SEPHAROSE. De toute fagon, la presence de 
quantit^s r^siduelles de virus dans la preparation vaccinante n'est que d'une importance relativement 
mineure. En effet. Tadenovirus n'a qu'un pouvoir pathogene faible chez rhomme. II n'entraTne que des 
infections respiratoires t)enignes. 

La faible importance du pouvoir pathogene des adenovirus, plus particuli§rement de ceux qui appartien- 
nent au groupe C des adenovirus humains. permet d'envisager la constitution de "vaccins vivants". Ceux-cl 
peuvent etre constitues par des adenovirus Infectieux modifies au niveau de la region E3 par insertion de 
rADN recombinant selon Tinvention dans la partie non essentielle de I'adenovirus. A cet egard. il faut 
souligner le fait que les adenovirus humains du groupe C ne se sent jamais reveies tumorigfenes chez 
I'animal (3). Ces vecteurs ou virus seront d*un interet tout particulier pour la transformation de cellules Vero. 
dont le caractere non tumorig§ne est maintenant solidement etabli. De ce fait eiles constituent une lignee 
d'origine animate particuliferement favorable ^ la production de produits h usage humain. 

Des caracteristiques suppiementaires de Tinvention apparaHront encore au cours de la description qui 
suit de constructions pre^rees de vecteurs contenant TADN recombinant selon rinyention et des conditions 
dans lesquelles ces vecteurs sont utilisables. II sera fait reference k cette occasion aux dessins dans 
lesquels : 

- la fig. 1 represente schematiquement les positions relatives des differentes regions du genome d'un 
adenovirus du sous-type Ad5, d'une part, et h echelle agrandie, de la region El A de ce genome ; 

- la fig. 2 est un schema desormais classique du genome du virus de Thepatite B ; 

- les fig. 3 a 6 montrent les constructions successives qui ont conduit h la realisation d*un plasmide 
contenant un premier ADN recombinant conforme k Tinvention (fig. 6) et 

- la fig. 7 represente schematiquement la construction d"un "virus recombinant detectif" h partir du 
plasmide modifie de la fig. 5 et de genomes detectifs de Ad5. 

On fera d'abord les observations suivantes h propos des figures, avant de decrire la realisation de 
constructions d'ADNs recombinants selon I'invenfion. 

Dans les fig. 3h6, les parties en trait fin correspondent h des sequences du plasmide pML2. 

Les nombres apparaissant dans les fig. 1 ^ 5 indiquent les positions des sites de restriction dans les 
sequences virales Ad5, SV40 et HBV. Les numerotations des positions des sites de restriction de Ad5 et du 
SV450 sont celles de J. TOOZE (1). celles de THSV sont celles de P. TIOLLAIS et al. (11). 

Les raturations des designations de sites dans les dessins temoignent de la presence anterieure des 
m§mes sites dans les parties correspondantes des ADNs qui seront decrits ci-aprfes. Ces sites ont 
cependant ete deletes, supprimes par reparation des extremites cohesives des fragments ouverts ou 
fragmentes k Taide des enzymes de restriction correspondasntes, ou par tout autre moyen tel qu'envisage 
dans la description qui suit des constructions qui ont ete faites. 

1. R appel des principaux elements de la structure et de Torganisation du genome de I'adenovirus Ad5 (ci- 
apres souvent simplement designe par la designation AdS) : 

lis resultent des parties 1A et IB de la fig. 1. 

1A : Le genome est une molecule de DNA lineaire double brin longue d'environ 36.000 pb. Les filches 
Indiquent la position et le sens des transcriptions des regions precoces El a, E1b, E2, E3 et E4. Le 
promoteur majeur tardif PM| et Tunite de transcription qui lui est associee sont egalement montres. Les 
numerotations de 10 en 10. de 0 ^ 100. correspondent h des tallies exprimees en % de la taille du 
genome total. 

IB : La region El A. Les transcripts de cette region ont tous des extremites 5'P (position 499) et 3'OH 
(position 1632) identiques. Le premier T de reiement TATA du promoteur est situe a la position 468. Les 
sites de restriction utilises dans les constrructions des plasmides sont indiques. Les tallies sont 
exprimees par des nombres de paires de bases. 
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2. Origine des fragments contenant le gdne S ou le gfene S et la region pr§-S2 utilises dans les 
constructions qui suivent. 



1 * cas : Fragment du genome du virus de Th^patite B contenant le g^ne S. 

5 

II est issu du genome du virus de I'h^patite B (fig. 2). II est rappel^ que le genome du virus de 
rhepatite B est une molecule de DNA circulaire partiellement simple bhn. Sa longueur est d*environ 3.200 
pb. II est constitue par Tappariement de deux brins de longueur Inegale appel^s brins L(-) et S( + ). Le ghne 
S repr^sente la sequence codante du polypeptide majeur de Tenveloppe virale qui porte THBsAg. Le 
10 fragment d'ADN utilise dans les constaictions ci-apr§s est le fragment Xholiaz-BglMias*. Le site de 
polyad^nylation du messager de THBsAg a 6t§ localise a la position 1916. 

2* cas : Fragment du genome du virus de Thepatite B contenant le ghne S et la region pr4-S2. 

15 Le fragment d'ADN utilise est le fragment Mstll3iGi-BgIlli982 qui code h la fois pour Tantig^ne HBs et 
pour un r^cepteur de la s^rumalbumine humaine_ polym^ris^e (pHSA)^ Le site Mstll pr^cfede le codon 
d'Inltiation de la region pre-S2 de 9 nucleotides. Le site Bglil est situ6^ 64 nucii§otides en aval du signal de 
poly A addition du gene S (de I'anglais "poly A addition signal"). 

II est question dans ce qui suit de la construction et de la propagation d'un adenovirus recombinant 

20 comportant le gene S. Le mode op^ratoire est identique pour obtenir un adenovirus recombinant, conforme 
h rinvention, poss^dant le g^ne S et la region pre-S2. etant entendu que, dans ce second cas, c*est le 
fragment d'ADN Mstll-Bglll qui est insure entre les sites de restriction Hindlll et BamHI du plasmide pK4. h 
la place du fragment d'ADN Xhol-Bglll dont il est question ci-apr^s. 

On designera dans ce qui suit par Ad5(X-B) Tadenovirus recombinant poss^dant le ghne S et par Ad5- 

25 (M-B) Tadenovirus recombinant poss^dant le gene S et la region pre-S2. 

3. Construction du plasmide pE1A(Tagl) (fig. 3). 

Le plasmide pE1A(Taql) contient les 632 premiers nucleotides de rextr^mite gauche du genome de 
30 I'AdS. Ce fragment a ete obtenu par coupure du fragment de restriction purifie Sad E (0 - 5.0 %) de TAdS 

par TaqI (fig. 1). Ce fragment a ete insert entre les sites de restriction EcoRI et Clal du plasmide pML2 (fig. 

3) Le plasmide pML2 a 6te ouvert par EcoRI et Clal. Le fragment de Ad5 a ete M au plasmide linearise au 

niveau de Textremite Taql. La jonctton des extremites Taql-Clal recree un site de restriction Clal. 

L'extremite EcoRI du recombinant a ete reparee avec la DNA-polymerase I de E. coli (fragment de Klenow) 
35 et le plasmide recircularise au moyen de la ligase T4. Le site EcoRI a done ete Teconstitue. 

4. Fabrication du plasmide pABI (fig. 4). 

Le plasmide pABI a ete construit k partir du plasmide pEIAfTaqI). de fagon k eiiminer la partie codante 
40 de la region E1A. Ceci a ete effectue par isolement du fragment Pvull-Pvull (positions 452-623), coupure de 
ce fragment par Tenzyme Haelll (position 495). reinsertion du fragment PvulUsa-HaellUss au niveau du site 
Pvu!l623 du plasmide pE1A(Taql). En d'autres tennnes, le fragment HaeMU95-Pvu623 a ete deiete. Le 
plasmide pABI contient un site Hindlll proche du site d*initiation de transcription de la region El A et un site 
BamHI (de pML2) situe k distance. Ces deux sites de restriction peuvent etre utilises pour doner des genes 
45 etrangers sans qu'il y ait fusion genetique. 

5. Production du plasmide pK4 (fig. 5). 

pAB1 a ete coupe par Hindlll et BamHi et le fragment contenant le promoteur de El A. issu de pABI, a 
50 ete ne. au niveau de son extremite BamHI au fragment Bgll-BamHI (positions 5235-2533 du genome du 
virus SV40) ci-apr§s denomme A(SV40) contenant le gbne codant pour les antigenes T et t du virus SV40. 
Apres reparation des extremites Bgll et Hindlll du reconstituant par te fragment de Kleenow, le plasmide est 
recircularise au moyen de la ligase T4. La construction presente dans le plasmide pK4 a ete testee en 
mettant en jeu Texpression transitoire du gfene T. Introduit dans des cellules HeLa par transfection selon la 
55 technique au phosphate de calcium (19), le plasmide pK4 dirige la synthase de Tantig^ne T de SV40 qui a 
ete detectee par immunofluorescence. Environ 1 % des cellules transfectees presentaient une fluorescence 
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nette. L'absence de fluorescence aprfes transfection cellulaire par un plasmide contenant le fragment de 
SV40 \ns6r6 dans ta mauvaise orientation montre que le g^ne des antigenes T et t est bien plac6 sous le 
controle du promoteur E1A de TAdS. 

C'est le site Hindlll. h la position 5171 du fragment A(SV40) qui est ensuite utilise pour substituer le 
susdit fragment contenant le gene 5 ^ la majeure partie de A{SV40). 

6. Production du plasmide pK4S OC-B)(fig. 6). 

Le plasmide pK4 a eti dig6r6 par Hindlll et BamHI. Lb fragment Xhol-Bglll (positions 125 h 1982) du 
genome du virus de Thepatite B (HBV) (fig. 2) a 6i6 ins^r^, en lieu et place de la majeure partie de A(SV40) 
entre les sites de restriction Hindlll et BamHI du plasmide pK4, apr^s reparation de leurs extr§mites 
respectives par la DNA polymerase I d'E. coli (fragment de Kleenow) (fig. 3). Les sites de restriction Xhol, 
Hindlll. BamHI et Bglll sont perdus apres"ligiture. 

Le site Hindlll etait situ^ k 8 nucleotides en amont de rATG initiateur des antigenes T et t. L'insertion 
du gene S dans ce site permet done de conserver rextr6mite 5 du mRNA pr^coce de SV40 contenant le 
site de "capping" et les sequences d'appariement du messager aux ribosomes. Le fragment de DNA HBV 
contient la sequence codante ou gisne S (position 155 h 833) du polypeptide majeur de renveloppe virale 
porteur de THBsAg ainsi que la sequence situ^e en 3* du g§ne S et qui inclut le site de polyad^nylation de 
TARN messager de THBsAg h la position 1916 (20. 21, 22). Deux plasmides pK4S* et pK4S- porteurs du 
fragment HBV insure dans les deux sens ont isoles. Des cellules 293 ont ^te transfect§es par ces deux 
plasmides et la synthese d'HBsA^ a et^ recherch^e dans le surnageant cellulaire 3 jours aprds ta 
transfection. Seul le plasmide pK4S qui possfede le promoteur El A a Textremite 5* du gene S est capable 
de diriger la synthese d'HBsAg. Ceci montre que Texpression du gene S est bien sous le controle du 
promoteur E1 A de rAd5. Finalement, un site de restriction Clal non m^thyl^ dans E. coli a 6x6 introduit dans 
le plasmide pK4S* (X-B) au niveau du site Nrul de la sequence pMLa. Le site est n^cessaire k la 
construction du virus recombinant. ^ 

C'est finalement le fragment delimit^ par des extr^mites PstI et Clal, et obtenu h partir de pK4S (X-B), 
qui a 6x6 utilise pour la fabrication d'un "virus recombinant defectif" conforme h Tinvention. 

7. Construction du virus recombinant d^fectif (fig. 7). 

3 microgrammes du fragment de restriction PstI -Clal purifie k partir du plasmide pK4S* (X-B) ont 6x6 
ligatures ^ 20 microgrammes du fragment de restriction Clal (2.6 % - 100 %) de rAd5 purifie par 
ultracentrrfugation en gradient de saccharose pour foumir le "virus defectif recombinant" Ad5. 

8. Pronagation du virus recombinant. 

Les cellules 293 ont ete cultivees dans des boTles de 6 cm de diametre. 4 heures avant la transfection 
le surnageant de culture a ete remplace par du milieu. 5 boHes de cellules 293 h 70 % de confluence ont 
alors ete transfectees avec te melange de ligation selon la technique au phosphate de calcium puts 
incut>ees pendant 4 heures h 37 'C. Aprfes adsorption, les cellules contenues dans chaque boUe ont ete 
lavees avec 2 ml de tampon TS (NaCI 8000.0 mg/I. KCl 380.0 mg/1. Nag HPO* 100,0 mg/l. CaCh 100,0 
mg/l. MgCb. 6H2O 100,0 mg/l. Tris 3000,0 mg/l pH 7,4). traitees avec 400 microlitres d'une solution TS 
contenant 20 % de glycerol pendant 1 minute h temperature ordinaire, lavees deux fois avec 2 ml de 
tampon TS, puis recouverte avec 4 ml de milieu MEM contenant 1 % d'agar noble, 1 % de serum de veau 
foetal. Aux jours 4 et 7. les cellules ont ete recouvertes avec 4 ml du melange nutritif. Aujour 10. les cellules 
ont ete colorees avec 4 ml du milieu nutritif suppiemente avec 0,01 % de rouge neutre. Les plages ont ete 
observees au jour 11. Les virus ont ete resuspendus dans 1 ml de TS et amplifie sur cellules 293. La 
presence de HBsAG dans le milieu de culture a ete testee par RIA (Austria II. laboratoire ABBOTT). Apr^s 
amplification, la presence de sequences HBV dans le recombinant a ete testee par hybridation. Cinq plages 
ont ete analysees. Une seule contrenait un virus recombinant HBsAg . Ce clone Ad5(X-B) ainsi qu'un autre 
clone etaient positifs pour la detection de sequences HBV. La taille du genome viral recombinant exc^de 
celle du virus sauvage de 2100 pb. Aucune deletion n'a pu etre detectee par analyse de fragments de 
restriction du genome recombinant. Par ail leurs. cette analyse a montre que les sequences du pML2 
situees entre le site de restriction PstI et la sequence d'AdS ont ete correctement excisees au cours de la 
propagation du genome recombinant dans la lignee 293. 
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9. La synthese d'HBsAg dirig^e par le vecteur Ad5(X-B). 



Des cellules 293 et des cellules Vero ont 6t§ infect^es par te virus Ad5(X-B). Las niveaux d'expression 
de HBsAg synth^tis^ sont montr^s dans le tableau I. Des ^chantlllons du sumageant cellulaire ont 6t6 
pr^lev^s 3 jours apres rinfection et I'HBsAg a 6^ recherche par essai radioimmunologlque ("radio- 
immunoassay : RIA). Les r^sultats montrent que le vecteur Ad5p(-B) est capable de dinger la synthase 
d'HBsAg dans ces deux lign^es cellulaires. et rexcr^tion d'HBsAg par les llgnees cellulaires dans leurs 
milieux de culture respectifs. 

L'HBsAg synth^tise a 6X6 purifie par ultracentrifugation en CsCI. II a une density de 1,20. Des particules 
typiques de 22 nm ont 6x6 observ^es par microscopie ^lectronique. 

10. Synthase d'HBsAg dlrig^e par les vecteurs Ad5(M-B). 

Les niveaux d'expression de THBsAg synth6tis6 apres rinfection de cellules 293 et de cellules Vero par 
Ad5(M-B) sont montr^s dans le tableau I. 

La cin^tique de la distribution extra- et jntracellulaire de HBsAg k partir de cellules Vero infect^es par 
Ad5(M-B) a indiqu^ que la synthase d'HBsAg a commence 3 heures aprfes rinfection et a pu etre d6tect6e 
dans le milieu apr^s 8 heures. L'infection par le virus recombinant Ad5(M-B) a conduit k une accumulation 
de HBsAg de 0.5 k 1 ag/10^ cellules dans le milieu aprfes 120 heures. Des experiences r^p^t^es ont 
montre que le virus recombinant contenant la region pr6-S2 synth^tise de plus grandes quantit^s de HBsAg 
que le virus recombinant ne contenant que le g6ne S. L'HBsAg purifi^e k partir du milieu de culture de 
cellules infect^es par rad^novims recombinant Ad5(M-B) a consist^ en une population homogdne de 
particules ayant un diamdtre moyen de 22 nm. U density apr^s centrifugation en CsCI a ^t^ de 1.21. 

1 1 ■ Activity de r6cepteur pour la pHSA des particules HBsAq issues de cellules Vero. 

Les particules HBsAg produites dans les cellules Vero ont ^t^ test^es par la technique d'hemagglutina- 
tion de globules rouges de moutons recouverts de pHSA et par essai radioimmunologique (RIA) pour 
deceler la presence d'une activity de r^cepteur pour la pHSA. Une activity de fixation pour ta pHSA a 6X6 
d^tectee. mais pas pour ralbumine bovine polym^ris^e (tableau II). Une telle activity n'a pas 6X6 66cQ[6e 
avec les cellules Vero infect^es par rad^novirus recombinant Adspc-B) contenant seulement le gkne S. 

12, Activity In vivo du virus recombinant . 

Des lapins ont 6X6 inocul^s intravelneusement avec des preparations hautement purifi^es de rad^novi- 
ms recombinant Ad5(M-B) et de radenovirus sauvage. Bien que rantigene HBsAg n'ait pu etre detect^ 
dans leur s^rum. 5 lapins sur 8, inocul^s avec le virus recombinant ont montr^ rapparition d*un titre anti- 
HBs variant de 20 k 270 mlU/ml apres 15 jours (tableau III). Aucun anticorps anti-HBs n'a 6X6 detect^ dans 
les lapins auxquels on a inject^ le type sauvage d'ad^novirus. Apres une seconde inoculation intraveineuse 
r^alis^e 4 semaines apr^s la premiere, un second pic a ^t^ observe dans la r^ponse anti-HBs atteignant 
440 mlU/ml pour run des animaux. 4 semaines apr§s la seconde injection, des titres d'anti-HBs variant de 6 
mlU/ml k 360 mlU/ml etaient relev^s. Des 4tudes ant§rieures ont indiqu^ que le niveau minimum d*anti-HBs 
encore protecteur centre I'HBV est de 10 mlU/ml pour rhomme. Les anticorps anti-pHSA ont 6x6 recherch^s 
Chez les lapins inocul^s dans le but de d^tenminer leur rapport avec la neutralisation de I'HBV. Ces 
anticorps, d^tect^s par rinhibition de rh^magglutination. ont ^t^ trouv^s dans 5 animaux sur 5 ayant une 
r^ponse anti-HBs positive (tableau IV). 

L'ad6novirus recombinant Ad5(M-B) dirige done in vivo la synthase de particules HBsAg ayant un 
caractfere r^cepteur pour la serumaibumine humaine polymerlsee. 

L'invention foumit done une base methodologique pour la fabrication d'un vaccin contre rh^patite B (ou 
centre d'autres types d'affections) dans des cultures cellulaires. 

L'interit de rutilisation de I'adenovirus de type 5 comme vecteur est double. D'une part, ce virus est un 
vims dont le pouvoir pathogdne chez rhomme est faible. II n'entraTne que des infections respiratoires 
b^nignes. D'autre part, ce serotype qui appartient au groupe C des adenovirus humains n'est pas 
tumorigene chez I'animal. D'autre part, le taux de production d'HBsAg obtenu sur cellules Vero (environ 1 
microgramme/IO^/par cycle infectieux) est a priori suffisant pour une exploitation industrielle. Or cette lign^e 
cellulaire est non tumorigene et pour cette raison. elle constitue la lignee d'origine animale a priori la plus 
favorable k la production d'un produit k usage humain. 
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II va ^galement de soi que peuvent etre substitu^s aux cellules 293 qui ont ete mentionnees plus haut 
toutes autres cellules d'eucaryotes sup^rieurs infectables par des adenovirus ou susceptibles de reconnan 
tre le promoteur El A des adenovirus, ces cellules ayant 6t§ modifi^es. par incorporation au pr^alable dans 
leurs propres genomes, d'une sequence contenant les parties manquantes au virus recombinant d^fectif 
selon rinvention du genome d^un adenovirus, notamment sous le controile d'un promoteur fort reconnu par 
ces cellules, par exemple d'un promoteur de la thymidine kinase ou d'un promoteur de virus SV40. La 
sequence originaire de Pad^novirus. alors integree dans le genome de ces cellules d'eucaryotes supeneurs. 
pourra done complementer les virus defectifs conformes ^ Tinvention. dans des conditions analogues ^ 
celles permises par les cellules 293. Ces m^thodes sont applicables avec un avantage particulier a des 
cellules Vero 

L'adenovirus Ad5 mis en oeuvre a 6i6 66pos6 le 3 aoOt 1984 sous le n" 1-322 h la C.N.C.M. 
("Collection NationaJe de Cultures de Micro-organismes de TINSTITUT PASTEUR de Pans. 
La lignee 293 a eX6 d^posee k la C.N .CM. le 3 aoQt 1984 sous le n' 1-323. 
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TABLEAU I 



25 



Production de HBsAg extracellulaire en fonction du ten- 


)ps 


Jour 


Ad5(X-B) Cellules 


Ad5P(-B) Cellules 


Ad5(M-B) Cellules 


Ad5(M-B) Cellules 


Vero infectees 


293 infectees 


Vero infectees 


293 infectees 


1 


13 


15 


106 


35 


2 


17 


90 


N.D. 


N.D. 


3 


45 


110 


349 


56 


4 


110 


100 


668 


60 


5 


320 


130 


1 057 


63 


6 


470 


120 


1 153 


N.D. 


7 


550 


120 


900 


N.D. 



30 



35 



40 



46 



50 



55 
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Les quantit^s cumulatives de HBsAg (en ng) produrtes apr^s infection de cellules 293 et de cellules 
Vero, soit par Ad5p(-B). sort par Ad5(M-B) sont indiqu^es. 

Activii^g^ <iie r^g^Pt^ur pgyr la pHSA flgg particvlgg HB^Aq 

a partiir de cellules Vero. 

Surnageant de culture de 5£rum humain 

cellules 



Ad5(X-B) Ad5(M-B) Temoin HBsAg+ Texnoin 

non HBeAg-*- sain 

infects 



RIA HA RIA HA RIA HA RIA HA RIA HA 



pHSA 143 - 7 512 64 119 - 10 472 128 65 - 

pBSA 58 ND 85 ND 77 ND 145 ND 81 ND 



Les resultats sont exprim^s en cpm pour I'essai 
radioiromunologique en phase solide et en titre d' hemag- 
glutination (HA) . 
ND, non determine. 

pHSA : serumalbumine humaine polyinerisee . 
pHSA : serumalbumine bovine polym^risee. 
cpm : (counts per mxnute). 



TABLEAU III 





Reponse antl-HBs (mlU ml"^) chez les lapins inocules. 


Semaines 






Lapins 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


1 


0 


0 


2 


0 


0 


30 


8 


6 


12 


20 


2 


2 


0 


2 


0 


2 


15 


20 


270 


70 


85 


3 


0 


2 


0 


0 


5 


18 


13 


48 


15 


11 


4 


1 


0 


0 


0 


2 


21 


15 


27 


17 


7 


5 


0 


0 


2 


0 


2 


99 


52 


440 


146 


136 


6 


0 


0 


0 


0 


0 


78 


26 


401 


151 


148 


7 


0 


0 


0 


0 


0 


20 


27 


325 


58 


42 


8 


0 


0 


0 


0 


0 


20 


40 


367 


35 
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On a fait une injection intraveineuse de lO^ pfu de Tadenovirus Ad5 sauvage purifie h des lapins (lapins 1 et 
2) et 10^ pfu d'adenovirus recombinant Ad5(M-B) purifi§ h des lapins (lapins 3 k 10) immed.atement apr^s 
le prelfevement du sang h la semaine 0 et ^ la semaine 4. La quantity d'anticorps anJi-HBs ^/^^ mesuree 
en utilisant le syst^me RIA AUSAB de Abbott et exprim^e en unites intematonales (3.5 RIA ^qu.valant k 1 
mlU). (pfu = plage formant unit^). 

TABLEAU IV 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



R^ponse 


immunogfene du recepteur anti-pHSA (reciproque du litre). 


Semaines 


Lapins 


6 


7 


8 


9 


10 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


1 


16 


2 


2 


2 


2 


2 


4 


16 


16 


16 


16 „ 


3 


4 


4 


16 


8 


8 


4 


2 


2 


4 


4 


4 


5 


16 


32 


32 


32 


32 


6 


16 


32 


32 


16 


32 


7 


8 


8 


32 


8 


16 


8 


4 


4 


8 


4 


8 



On a infecti. d'une manifere intraveineuse. des lapins avec 10^ pfu d'adenovirus recombinant Ad5(M-B) 
purifies aux semaines 0 et 4. Les animaux ont eX6 identifies par les memes num^ros que dans le tableau III 

Uactivit§ de r§cepteur anti-pHSA a ^t§ exprim^e comme la reciproque du titre de s6rum le plus ^\bv6 
capable de foumir une inhibition ^ 100 % de r hemagglutination. Les particules d'HBsAg poss^dant un titre 
d'hemagglutination recepteur pour la pHSA de 1:128 ont §t4 m^langees avec un volume egal de dilutions 
en series de scrums inhibiteurs. 
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Revendlcatlons 

1. Vecteur reconnbinant contenant le pronnoteur pr^coce de la region El A du genome d'un adenovirus 
pour la transfonmation de lignees cellulaires eucaryotes. notamment humaines ou animaJes. choisies 
parmi celles qui sont infectables par des adenovirus ou dont les polymerases endogfenes sont 
susceptibles de reconnaHre les promoteurs des adenovirus, ce vecteur etant en outre modifie par un 
acide nucieique dMnsertion contenant une sequence nucieotidlque codant pour une sequence polypep- 
tidique dont Texpression dans lesdites lignees cellulaires est recherchee. caracterise en ce que ladite 
sequence dMnsertion est substituee aux gfenes El A normalement places sous le controle direct dudit 
promoteur precoce de la region El A. cette sequence d'insertion etant elle-meme placee sous le 
controle direct de ce promoteur et en ce qu'il comporte, en aval de Tacide nucieique dMnsertion, 
I'ensemble des sequences essentieltes d'un genome d'adenovirus qui sont necessaires h la replication 
de radenovirus correspondant et qui sont normalement situees en aval des gfenes normalement sous le 
controle direct du promoteur precoce El A dans ledit genome, et en ce que la susdite sequence 
nucieotidique codant pour la sequence polypeptidique dont Texpression est recherchee est heterologue 
vis-^-vis des genes du susdit adenovirus. 

2. Vecteur recombinant selon la revendication 1. caracterise en ce que le genome de radenovirus avec 
lequel il est associe est detectif, en ce quMI est depourvu de ta partie anterieure de la region El A du 
genome viral, notamment de son fragment 0-2,6 %. 

a Vecteur recombinant selon la revendication 1, caracterise en ce que TADN recombinant que forme le 
promoteur precoce de la region E1 A et la sequence nucieique dMnsertion est incorpore dans une region 
non essentielle d'un adenovirus, notamment dans la partie non essentielle de la region E3 de cet 
adenovirus. 



4. Vecteur recombinant selon la revendication 1. caracterise en ce qu'il consiste en un adenovirus 
infectieux comportant TADN recombinant que forme le promoteur precoce de la region El A et la 
sequence nucieique d'insertion, incorpore dans Tune de ses regions non essentielles. notamment dans 
la partie non essentielle de sa region E3. 

5. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 h 4, caracterise en ce que son 
promoteur est originaire d'un adenovirus de categorie C, appartenant au sous-type Ad2 ou Ad5. 

6. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 k 5. caracterise en ce que la 
sequence nucieotidique contenue dans le susdit acide nucieique d'insertion code pour une proteine qui. 
lorsqu'elle est exprimee dans un h6te cellulaire naturel sous le controle de son promoteur naturel, est 
excretee dans le milieu d'une culture de cet hote cellulaire naturel. 

7. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 h 6. caracterise en ce que la susdite 
sequence nucieotidique code pour un antig^ne protecteur centre un agent pathogene determine, 
notamment pour I'antigene HBsAg. 

8. Vecteur recombinant selon la revendication 7. caracterise en ce que ladite sequence nucieique 
comprend le gfene S et la region pre-S2 du genome du virus I'hepatite B. 

9. Ugnee cellulaire d'origine humaine ou animate, caracterisee en ce qu^elle est transformee par un 
vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 4 8, et en ce qu'elle syntfietise le 
polypeptide code par la susdite sequence nucieotidique. 
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10 Ugn^e cellulaire selon la revendication 9 consider^e en combinaison avec la revendication 1 ou la 
revendication 2. ou les deux k la fois. et. le cas 6ch§ant avec I'une quelconque des revendications 5 h 
8 caracteris^e en ce qu'elle contient elle-meme une sequence distincte de nucleotides apte h 
complementer la partie du genome de rad^novirus dont le susdit vecteur est d^pourvu, ladite 

5 sequence distincte ^tant de preference incorporee au genome des cellules de ladite lign^e cellulaire. 

11 Precede de production d'un polypeptide detennr^ine comprenant la transformation par un vecteur 
recombinant contenant une sequence nucieotidique codant pour ledit polypeptide d'une lignee de 
cellules eucaryotes. notamment animate ou humaine, choisie parmi celles qui sent infectables par des 

10 adenovirus ou dont les polymerases endogl^nes sent aptes k reconnattre les promoteurs des adenovi- 
rus caracterise par le fait que i'ADN transformant est conforme Tune quelconque des revendications 
1 2i' 8 et en ce que Ton recueille les produits d'expression de ces cellules, y inclus ledit polypeptide 
determine. 

75 12. Precede selon la revendication 11, caracterise en ce que le vecteur recombinant est conforme k Vune 
quelconque des revendications 6 k 8. - . j. _ . . , _ 

13. Precede selon la revendication 11. caracterise par le fait que les cellules eucaryotes transformees sont 
conformes a la revendication 10, 



20 



14. Precede selon la revendication 11, caracterise par le fait que les susdites cellules eucaryotes sont 
simultanement transformees avec Tadenovirus infectieux correspondant. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications 11 k 14. caracterise en ce que la sequence 
25 nucieotidique determinee est conforme k celle detinie dans la revendication 7. 

16. Precede de production d'un polypeptide possedant des proprietes immunogenes caracteristiques du 
virus de Thepatite B comprenant la transformation d'une lignee de cellules eucaryotes. notamment 
animates ou humaines. choisie parmi celles qui sont infectables par des adenovirus ou dont les 

30 polymerases endogfenes sont aptes k reconnailre les promoteurs des adenovirus, par un vecteur 
recombinant contenant un inserat comprenant lui-m§me une sequence nucieotidique codant pour un 
polypeptide immunogfene caracteristique du virus de rhepatite B. caracterise en ce que la susdite 
sequence nucieotidique est substituee aux gfenes E1A normalement places sous le controle direct du 
promoteur precoce de la region E1A du genome d'un adenovirus, cette sequence d'insertion etant elle- 

35 meme placee sous le controle direct de ce promoteur et ce vecteur recombinant contenant en outre, 
en aval de Tacide nucieique d'insertion. Tensemble des sequences d'un genome d*adenovirus qui sont 
essentielles necessaires k la replication de radenovirus correspondant et qui sont normalement situees 
en aval des g§nes normalement sous le controle direct du promoteur precoce El A dans ledit genome. 



40 17. 



en un 



Precede selon la revendication 16. caracterise en ce que le vecteur recombinant consiste 
adenovirus detectif replicable dans lesdites lignees de cellules, ledit adenovirus etant depourvu de la 
partie anterieure de la region El A du genome viral, notamment de son fragment 0-2.6 %. et en ce 
qu'on recueille dans le milieu de culture les produits d'expression des lignees de cellules eucaryotes 
transformees par I'ADN recombinant, y inclus le polypeptide code par la susdite sequence nucieotidi- 
46 que et synthetise par lesdites lignees de cellules. 

18. Precede selon les revendications 16 ou 17. caracterise en ce que le promoteur de TADN recombinant 
est originaire d'un adenovirus de categorie C, appartenant au sous-type Ad2 ou Ad5. 



50 



19. Precede selon Tune quelconque des revendications 16 St 18. caracterise en ce que I'ADN recombinant 
que forme le susdit promoteur precoce et la sequence d'insertion est incorpore dans une region non 
essentielle de I'adenovirus. notamment dans la partie non essentielle de la region E3 de cet 
adenovirus. 

55 20. Precede selon Tune quelconque des revendications 16^19. caracterise en ce que la lignee de cellules 
eucaryotes contient elle-meme une sequence distincte de nucleotides aptes k complementer la partie 
du genome de radenovirus dont le susdit vecteur est depourvu. ladite sequence etant de preference 
incorporee au genome des cellules de ladite lignee de cellules. 
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21. Proced^ selon Tune quelconque des revendications 16 ^ 20, caract^rise en ce que TADN recombinant 
comprend ta sequence nucMotidique correspondant au g§ne S du genome du vims de Thipatite B. 

22. Proc^d4 selon Tune quelconque des revendications 16 ^ 20, caract^rise en ce que TADN recombinant 
comprend la sequence correspondant au gdne S et ^ la region pre-S2 du genome du virus de 
Thdpatite B. 



23. Vaccin dont le principe actH consiste en un adenovirus tnfectieux et r^plicable comportant. incorpor^ 
dans Tune de ses regions non essentielles, notamment la parde non essentielle de sa region E3, un 
10 ADN recombinant form^ entre le promoteur pr^coce de la region El A et une sequence nucleique 
d'insertion codant pour un antigene protecteur contre Tagent pathog§ne choisi. et notamment centre le 
virus de t'h^patite B, cette sequence nucleique d'insertion ^tant substitute aux g^nes El A normale- 
ment sous le controle de ce promoteur. 



75 Clalnns 

1. Recombinant vector containing the early promoter of the El A region of the genome of an adenovirus 
for the transformation of eucaryotic, particularly human or animal cell lines, selected among those 
which are infectable by adenoviruses or whose endogenous polymerases are liable of recognizing the 

20 promoters of adenoviruses, said vector being further modified by a nucleic acid insertion containing a 
nucleotide sequence coding for a polypeptide sequence whose expression in said eucaryotic cell lines 
is sought, characterized in that said insertion sequence is substituted for the E1A genes normally 
placed under the direct control of said early promoter of the El A region, said insertion sequence being 
itself placed under the direct control of said promoter, and in that it comprises, downstream of said 

25 nucleic acid insertion, all of the essential sequences of an adenovirus genome which are necessary for 
the replication of the corresponding adenovirus and which are normally located downstream of the 
genes normally under the direct control of the El A early promoter in said genome, and in that said 
nucleotide sequence coding for the polypeptide sequence whose expression is sought Is heterologous 
with respect to the genes of said adenovirus. 

30 

2. Recombinant vector according to claim 1, characterized in that the genome of the adenovirus with 
which it is associated is defective, in that it is deprived of the anterior part of the El A region of the viral 
genome, particularly of its 0-2,6 % fragment. 

35 3. Recombinant vector according to claim 1 , characterized in that the recombinant DNA formed by said 
earty promoter of the El A region and the insertion nucleic sequence is incorporated in the non- 
essential region of an adenovirus, particularly in the non-essential part of the E3 region of said 
adenovirus. 



40 4. Recombinant vector according to claim 1, characterized in that it consists of an infectious adenovirus 
comprising the recombinant DNA formed by the early promoter of the El A region and the nucleic 
sequence insertion, incorporated in one of its non-essential regions, particularly in the non-essential 
part of the E3 region. 

45 5. Recombinant vector according to any one of claims 1 to 4. characterized in that its promoter originates 
from an adenovirus of category C. belonging to sub-type Ad2 or AdS. 

6, Recombinant vector according to any one of claims 1 to 5, characterized in that the nucleotide 
sequence contained in the aforesaid nucleic acid insertion codes for a protein which, when it is 
50 expressed in a natural cellular host under the control of its natural promoter, is excreted into the culture 
medium of this natural cellular host. 



7. Recombinant vector according to any one of claims 1 to 6. characterized in that the aforesaid 
nucleotide sequence codes for a protective antigen against a given pathogenic agent, particulariy for 

55 the HBsAg antigen. 

8. Recombinant vector according to claim 7, characterized in that said nucleic acid sequence comprises 
the S gene and the pre-S2 region of the genome of hepatitis B. 
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9. A cell line of human or animal origin, characterized in that it is transfomied by a recombinant vector 
according to any one of claims 1 to 8, and in that it synthesizes the polypeptide coded by the aforesaid 
nucleotide sequence. 

5 10. The cell line according to claim 9 considered in combination with claim 1 or claim 2 or both at once» 
and. as the case may be, with any one of claims 5 to 8, characterized in that it itself contains a distinct 
sequence of nucleotides able to complement the part of the genome of the adenovirus which the 
aforesaid vector is deprived of. the said distinct sequence preferably being incorporated into the 
genome of the cells of said cell line. 

10 

11. A process of production of a determined polypeptide including the transformation by a recombinant 
vector containing a nucleotide sequence coding for said polypeptide of the cells of a eucaryotic. 
particularly animal of human cell line, chosen among those which are infectable by the adenoviruses or 
whose endogenous polymerases are able to recognize the promoters of the adenoviruses, character- 

75 ized by the fact that the transforming DNA is in accordance with any one of claims 1 to 8 and in that 
the expression products, including said specified pplypeptide of these cells are recovered. 

12. The process according to claim 11. characterized in that the recombinant vector is in accordance with 
any one of claims 5 to 8. 

20 

13. The process according to claim 11, characterized by the fact that the aforesaid transformed eucaryotic 
cells are in accordance with claim 1 0. 

14. The process according to claim 11, characterized by the fact that the aforesaid transformed eucaryotic 
25 cells are simultaneously transformed with the corresponding infectious adenovirus. 

15. The process according to any one of claims 11 to 14, characterized in that the specific nucleotide 
sequence is in accordance with that defined in claim 7. 

30 16. A process of production of a polypeptide possessing the immunogenic properties characteristic of the 
virus of hepatitis B including the transformation of a line of eucaryotic, particularly animal or human 
cells, chosen from among those which are infectable by adenoviruses of whose endogenous poly- 
merases are able to recognize the adenovirus promoters, by a recombinant vector containing an insert 
itself containing a nucleotide sequence coding for an immunogenic polypeptide characteristic of the 

35 virus of hepatitis B, characterized in that the aforesaid nucleotide sequence is substituted for the E1A 
genes normally placed under the direct control of the eariy promoter of the El A region of the genome 
of an adenovirus, said insertion sequence being itself placed under the direct control of said promoter 
and said recombinant vector further containing, downstream of said nucleic acid insertion, all of the 
sequences of an adenovirus genome which are essential and necessary for the replication of the 

40 corresponding adenovirus and which are normally located downstream of the genes normally under the 
direct control of the early El A promoter in said genome. 

17. The process according to claim 16, characterized in that the recombinant vector consists of a defective 
andenovirus which can be replicated in said cell lines, said adenovirus being deprived of the anterior 
45 part of the E1 A region of the viral genome, particularly of its 0-2,6 % fragment, and in that one recovers 
in the culture medium the expression products of the eucaryotic cell lines transformed by the 
recombinant DNA, including the polypeptide coded by the aforesaid nucleotide sequence and syn- 
thesized by said cell lines. 

50 18. The process according to claims 16 to 17, characterized in that the promoter of the recombinant DNA 
originates from an adenovirus of category C, belonging to sut)-type Ad2 or Ad5. 

19. The process according to any one of claims 16 to 18. characterized in that the recombinant DNA 
formed by said early promoter and said insertion sequence is incorporated into a non-essential region 
55 of the adenovirus, particulariy into the non-essential part of the E3 region of this adenovirus. 
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20. The process according to any one of claims 16 to 19. characterized in that the eucaryotic cell line itself 
contains a distinct sequence of nucleotides able to complement the part of the genome of the 
adenoviojs of which the aforesaid vector is deprived, the said sequence preferably being incorporated 
into the genome of the cells of said cell line. 

21. The process according to any one of claims 16 to 20. characterized in that the recombinant DNA 
includes a nucleotide sequence corresponding to the S gene of the genome of the virus of hepatitis B. 

22. The process according to any one of claims 16 to 20. characterized in that the recombinant DNA 
includes the sequence corresponding to the S gene and the pre-S2 region of the genome of the virus 
of hepatitis B. 

23. Vaccine whose active principle consists of an adenovirus which is infectious and can be replicated and 
which comprises, incorporated into one of its non-essential regions, particularly the non-essential part of 
its E3 region, a DNA recombinant formed between the early promoter of the El A region and a nucleic 
sequence insertion coding for a protective antigen against the pathogenic agent selected, and 
particularly against the hepatitis B virus, said nucleic sequence insertion being substituted for the E1A 
genes normally under the control of said promoter. 

Patentanspruche 

1. Rekombinanter Vektor. der den frOhen Promoter der Region E1A des Genoms eines Adenovirus fOr die 
Transformation von eukaryotischen Zellinien enthalt. insbesondere menschlichen oder tierischen, aus- 
gewahlt unter jenen, die durch Adenoviren infizierbar sind. oder deren endogene Polymerasen fShig 
sind. die Promotoren der Adenoviren zu erkennen, wobei dieser Vektor aufierdem modifiziert ist durch 
eine Nukleinsaure-lnsertion. die eine fUr eine Polypeptidsequenz kodierende Nukleotidsequenz enthalt. 
deren Expression in den genannten Zellinien angestrebt ist. dadurch gekennzeichnet. 6aB die genannte 
Sequenz der Insertion die EIA-Gene. die normalerweise unter die direkte Kontrolle des genannten 
frQhen Promoters der Region El A gestellt sind, substituiert, wobei diese Sequenz der Insertion 
ihrerseits unter die direkte Kontrolle dieses Promoters gestellt ist und dadurch. daB sie unterhalb der 
Nukleinsaure der Insertion die Anordnung der essentiellen Sequenzen eines Adenovirus-Genoms 
umfaBt, die zur Replikation des entsprechenden Adenovirus notwendig sind und die normalerweise 
unterhalb der Gene angeordnet sind. die normalerweise unter der direkten Kontrolle des frOhen 
Promoters E1A in dem genannten Genom sind, und dadurch, daB die genannte fUr die Polypeptidse- 
quenz kodierende Nukleotidsequenz, deren Expression angestrebt wird. gegenOber den Genen des 
genannten Adenovirus heterolog sind. 

Z Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dafi das Genom des Adenovirus, mit 
dem er verbunden ist, unvollstandig ist. dadurch. daB es den vorderen Teil der Region El A des Virus- 
Genoms nicht aufweist, insbesondere sein Fragment 0-2.6 %. 

a Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB die rekombinante DNA. die 
durch den fruhen Promoter der Region El A und die Nukleinsequenz der Insertion gebildet ist. in einer 
nicht essentiellen Region eines Adenovirus inkorporiert ist. insbesondere in den nicht essentiellen Teil 
der Region E3 dieses Adenovirus. 

4. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl er aus einem infektiosen 
Adenovirus besteht, der die rekombinante DNA umfaBt. die durch den frQhen Promoter der Region El A 
und die Nukleinsequenz der Insertion gebildet ist, die in einer seiner nicht essentiellen Regionen 
inkorporiert ist. insbesondere in dem nicht essentiellen Teil seiner Region E3. 

5. Rekombinanter Vektor nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB sein Promoter 
von einem Adenovirus der Kategorie C herstammt. die zum Untertyp Ad2 oder Ad5 gehort, 

6. Rekombinanter Vektor nach einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die in der 
genannten Nukleinsaure der Insertion enthaltene Nukleotidsequenz fUr ein Protein kodiert, das, wenn es 
in einem natUrlichen Zell-Wirt unter der Kontrolle seines natOrlichen Promotors exprimiert wird, in das 
Milieu einer Kultur dieses naturlichen Zell-Wirtes ausgeschieden wird. 
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7. Rekombinanter Vektor nach einem der AnsprOche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet. 6aB die genannte 
Nukleotidsequenz fiJr ein Schutzantigen gegen einen bestimmten pathogenen Stoff kodiert. insbesonde- 
re fOr das Antigen HBsAg. 

a Rekombinanter Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dai3 die genannte Nukleinsequenz 
das Gen S und die Region pre-S2 des Genoms vom Virus der Hepatitis B umfaflt. 

9. Zellinie von menschlichem oder tierischem Ursprung, dadurch gekennzeichnet. daB sie durch einen 
rekombinanten Vektor nach einem der AnsprOche 1 bis 8 transformiert wird und dadurch. dafl sie das 
Polypeptid synthetisiert, das von der genannten Nukleotidsequenz kodiert wird. 

10. Zellinie nach Anspruch 9, in Kombination mit Anspruch 1 oder 2, oder beiden gleichzeitig. und 
gegebenenfalls mit einem der AnsprOche 5 bis 8. dadurch gekennzeichnet, daB sie selbst eine 
bestimmte Nukleotidsequenz enthalt. die fahig ist. den Teil des Genoms des Adenovirus zu komple- 
mentieren, dem der genannte Vektor fehit, wobei die genannte bestimmte Sequenz bevorzugt ins 
Genom der Zellen der genannten Zellinie inkorporiert ist. . 

11. Verfahren zur Herstellung eines bestimmten Polypeptids umfassend die Transformation durch einen 
rekombinanten Vektor. der eine fOr das genannte Polypeptid einer eukaryotischen Unie von Zellen 
kodierende Nukleotidsequenz enthalt. insbesondere tierische oder menschliche, ausgewahit von denen, 
die durch Adenoviren infizierbar sind. Oder deren endogene Polymerasen fahig sind, die Promotoren 
der Adenoviren zu erkennen, dadurch gekennzeichnet. daB die transformierende DNA gemaB einem 
der AnsprOche 1 bis 8 ist und dadurch. dafl die Produkte der Expression dieser Zellen aufgenommen 
werden, darunter das genannte bestimmte Polypeptid. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet. daB der rekombinante Vektor gemaB einem der 
AnsprOche 5 bis 8 ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet. dafl die transformierten eukaryotischen Zellen 
gemaB Anspruch 10 sind. 

14. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet daB die genannten eukaryotischen Zellen 
gleichzeitig mit den entsprechenden infektiosen Adenoviren transformiert werden. 

15. Verfahren nach einem der AnsprOche 11 bis 14. dadurch gekennzeichnet, daB die bestimmte Nukleotid- 
sequenz gemaB der in Anspruch 7 definierten ist. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids. das fOr den Virus der Hepatitis B charakteristische 
immunogene Eigenschaften besitzt, umfassend die Transformation einer Unie von eukaryotischen 
Zellen, insbesondere tierischen oder menschlichen, ausgewahrt unter jenen. die durch Adenoviren 
infizierbar sind, oder deren endogene Polymerasen fahig sind, die Promotoren der Adenoviren zu 
erkennen, durch einen rekombinanten Vektor. der eine Insertion enthMlt. die selbst eine fOr ein fOr den 
Virus der Hepatitis B charakteristisches immunogenes Polypeptid kodierende Nukleotidsequenz umfaBt. 
dadurch gekennzeichnet. daB die genannte Nukleotidsequenz die EIA-Gene. die normalenweise unter 
die direkte Kontrolle des frOhen Promoters der Region El A des Genoms eines Adenovirus gestellt sind, 
substituiert. wobei diese Sequenz der Insertion selbst unter die direkte Kontrolle dieses Promoters 
gestellt ist und dieser rekombinante Vektor auBerdem. unterhalb der Nukleinsaure der Insertion, die 
Anordnung der Sequenzen eines Adenovirus-Genoms enthalt, die fOr die Replikation des entsprechen- 
den Adenovirus essentiell notwendig sind und die normalerweise unterhalb der Gene angeordnet sind, 
die normalerweise unter der direkten Kontrolle des frOhen Promoters E1A in dem genannten Genom 
sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet. daB der rekombinante Vektor in einem unvoll- 
stSndigen Adenovirus besteht, der In den genannten Linien von Zellen replizierbar ist, wobei der 
genannte Adenovirus den vorderen Teil der Region El A des Vinjsgenoms nicht aufweist, insbesondere 
sein Fragment 0-2,6 %, und dadurch. daB im Kulturmilieu die Produkte der Expression der von der 
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rekombinanten DNA transfonmierten Unien von eukaryotischen Zellen, darin eingeschlossen das von 
der genannten Nukleotidsequenz kodierte und von den genannten Unien von Zellen synthetisierte 
Polypeptid aufgenommen werden. 

ia Verfahren nach den AnsprOchen 16 Oder 17, dadurch gekennzeichnet. dafl der Promoter der rekombin- 
anten DNA von einem Adenovirus der Kategorie C herstammt. der zum Untertyp Ad2 oder AdS gehort. 

19. Verfahren nach einem der AnsprOche 16 bis 18. dadurch gekennzeichnet. dai3 die rekombinante DNA. 
die von dem genannten frUhen Promoter und der Sequenz der Insertion gebildet ist. in einer nicht 
essentiellen Region des Adenovirus inkorporiert ist insbesondere in dem nicht essentiellen Toil der 
Region E3 dieses Adenovirus. 

20. Verfahren nach einem der AnsprUche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Linie der eukaryoti- 
schen Zellen selbst eine bestimmte Sequenz von Nukleotiden enthalt. die fahig sind. den Toil des 
Genoms des Adenovirus, von dem der genannte Vektor entnommen ist, zu komplementieren. wobei die 
genannte Sequenz bevorzugt ins Genom der Zellen der genannten Unie von Zellen inkorporiert ist. 

21. Verfahren nach einem der AnsprUche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, 6aB die rekombinante DNA 
die Nukleotidsequenz umfaBt, die dem Gen S des Genoms vom Virus der Hepatitis B entspricht. 

22. Verfahren nach einem der AnsprUche 16 bis 20. dadurch gekennzeichnet. dafl die rekombinante DNA 
die Sequenz umfaBt. die dem Gen S und der Region pre-S2 des Genoms vom Vinjs der Hepatitis B 
entspricht. 

23. Impfstoff dessen aktiver Wirkstoff in einem infektiosen und replizierbaren Adenovirus besteht. umfas- 
send, in eine seiner nicht essentiellen Regionen inkorporiert, insbesondere den nicht essentiellen Teil 
seiner Region E3, eine rekombinante DNA gebildet zwischen dem frUhen Promoter der Region El A 
und einer Nuklein-Sequenz der Insertion, die fOr ein Schutzantigen gegen den gewahlten pathogenen 
Stoff kodiert und insbesondere gegen den Virus der Hepatitis B, wobei diese Nuklein-Sequenz der 
Insertion die El A-Gene substituiert. die normalerweise unter der Kontrolle dieses Promoters sind. 
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FIG. 2. 
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